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原 田 猛
大動脈癒 は細胞外 マ トリ ク ス 成分の 破壊 に伴う動脈壁 の 脆弱化 に よ っ て 生 ず る . ウ ロ キ ナ ー ゼ な ど の 線溶系因子 は血 栓
溶解に直接作用す る ほか , マ トリ ク ス 分解酵素活性化 カ ス ケ ー ドの 初期因子 と し て の 機能を担 い 細胞 の 遁走, 組織構築 , 創傷
治癒 な どに も深く関与する こ とが 明 らか に され て い る . 本研 究で は 動脈硬化性大動脈痩形成 にお い て局所線溶活性 の 果 たす
役割を検討す る目的で , 実験的 にラ ッ トに腹部大動脈痛作成 を行 い , また , 手術時 に採取 さ れ た腹部大動脈癖壁, 閉塞性動脈
硬化症 の 大動脈壁を用い て免疫組織染色, ザ イ モ グ ラ フ イ ー , 酵素産生量の 測私 エ ラ ス タ ー ゼ活性 の 測定を行 っ た . ラ ッ ト
の 実験 にお い て プ ラス ミ ン, ウ ロ キナ ー ゼ 型プ ラス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (u rokin a s e-tyPe pla s min oge na ctiv ato r, u-P A),
組織型 プ ラス ミ ノ ー ゲ ン アク チ ベ ー タ ー 田s s u e-tyPe plas min oge n a ctiv ato r,t-PA)の 単独投与 で動脈壁 の 破壊 は起 こ らず, 拡張
性変化もきた さな か っ た (14日後平均大動脈径1･3 5m m)･ こ れ ら に チ オ グ リ コ レ ー ト処 置を加える と プ ラ ス ミ ン 追加群(14日
後平均大動脈径3･3 Amm), ま た は u-P A追加群 (14日後平均大動脈径2.52m m) で は癌化が起 こ り, t-P A追加群で は動脈壁 に変
化は認め な か っ た ■ 痛化 した動脈組織は中膜弾性線維の 断裂及び罪薄化が認め ら れ た ･ ゼ ラチ ン ザ イ モ グ ラ フ イ ー の 結果, 癌
化 した 組織 には 92k Da･ 72k Da, 66k Da, 60k Da の 部位 に ゼ ラ チ ン 分解活性を認 め , 全て の バ ン ドにお い て対照 ラ ッ トと 比較
し増幅を認め た ･ 92k Daは マ ト7) クス メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ (m atrix m etalloprotein a s e, M M P)-9, 72 k Da, 66k Da, 60k Daは
M M P-2 に よ る分解活性 と考えら れ た ･ ヒ ト腹部大動脈腐組織 と閉塞性動脈硬化性大動脈組織 の 培養上清中の エ ラ ス タ ー ゼ 活
性を測定 した 結果, 大動脈疇全体 と閉塞性動脈硬化性病変 と で は エ ラ ス タ ー ゼ 活性 に 有意差を認 めなか っ た が , 痛径 を6c m
で 2群 に 分ける と 痛径6c m未満群 に お い て 内, 中, 外 膜の 全て の 層 が 閉塞性動脈硬化性病変 に対 して 有意 に エ ラ ス タ ー ゼ 活
性が 高く認 め ら れ た ･ 癖径6c m未満詳は痛径6c m 以上 の 群 に対 して も有意に エ ラ ス タ ー ゼ活性 が 高く認め ら れ た . 中膜培養
上帝中の u -P A, t･P A, プ ラス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ タ ー イ ン ヒ ビタ ー blas min oge n a ctivato rinhibito r, PJu)-1の 量 の 検討 で は, ｡一
弘 量 は癖径6c m未満 の 大動脈痛中膜組織群 (平均220･5咽/g) で 閉塞性動脈硬化病変群(平均187. 咽/g) に比 べ て 有意 に高値
を示 した 肝< 0･05)▲ また , u-P A量は痛径で の 比較でも痛径6c m末浦群が疇径6c m 以 上 群 (平均160.3ng/g) に比 べ て 有意に高
値を示 した(P <0･05)･ t-P A量 は 大動脈痛 で平均300.8ng/g, 閉塞性動脈硬化病変で は 252.Ong/gで 有意差 は なく , P AI-1量 は
大動脈痩 は4252･3ng/gで ･ 閉塞性動脈硬化病変 の 2 614･5ng/gよ り有意 に高値を示 した (P < 0. 1). 大動脈癌壁 の t-P A, P AI-1
量は 癖径と の 相 関は認め なか っ た ･ 免疫組織染色 上 , 内膜 で は 粥状硬化 の 周辺部に存在する泡沫細胞 , 紡 維形細胞, 類 円形細
胞 の 胞体に u-P A･ ウ ロ キ ナ ー ゼ型 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ ベ タ ー 受容 体(r ec eptorfo r u r okin a s e-ty Pe pla s min oge n activ ato r, u-
P A呵, トm が多数 の 細胞 に強く染色 され て い た . そ れ に比 べ てP 瓜 1の 陽性細胞 は少数であ っ た . 中膜の 紡錐形細胞 にも｡ 一 玖
u-P A R, t-P A が多く陽性であ っ た . P Al-1も中膜 の 紡錐形細胞 に弱く陽性 であ っ た . 以 上 の 研 究結果か ら , 実験 的 に ラ ッ トに
お い て u 一 弘 で 癖作成が可能であ る こ と , 臨床 的 に癖径 が小 さな ヒ ト腹部大動脈癌 の 中膜 に u-P Aの 増加が 認め られ , か つ エ ラ
ス タ ー ゼ 活性 が 上 昇して い る こ と が 明ら か に さ れ , u一 拍 が 大動脈噛形成の 一 因で ある こ と が 示唆 され た .
鮎 y w rds ab do min al a o rtic a ne urys m, athe r o s cle r o si , pla s min ogen activ ato r, m atrix
m etalloprotein as e
大動脈嗜 は, 大動脈中膜の エ ラ ス ナ ンが 断裂破壊 さ れ 中膜 が
非滞化し血 圧 にて 進展 され , 異常拡張 した 状態であ る . 大動脈
壁構造 の 形状維持を担うの は 主に 中膜で , 中膜 エ ラ ス ナ ン や コ
ラ ー ゲ ン が 動脈壁 に弾性お よ び抗張力 をも た ら して い る 1)2)3
これ ら の 線椎の 崩壊 は大動脈壁 の 脆弱化をきた し大動脈 の 拡張
をもた ら すと 考えられ るが , その 過程 にお い て 細胞外 マ トリ ク
ス の 主要構成蛋白質である エ ラ ス テ ン や コ ラ ー ゲ ン に作用す る
マ トリ ク ス 分解酵素が関与 し て い る と考え ら れ て い る . な かで
も マ トリ ク ス メ タ ロ プ ロ テ ィ ナ ー ゼ (m atrix m etalloprotein ase,
M M P)と呼 ば れ る 一 群の 酵素群は 生体内の ほ と ん ど全て の 細胞
外 マ トリ ク ス 成 分を中性域で分解する . 特 に大動脈癖発生 で は
マ ク ロ フ ァ ー ジ か ら 産生 され る ゼ ラ チ ナ ー ゼ B (M M P-9) が エ
ラ ス ナ ン そ の 他 の 細胞外 マ トリ ク ス 成分を分解す る こ と により
墳形成 に関与 し た 役割 を果 た し て い る と 報告 さ れ て い る 射 .
平成11年8月11日受付, 平成11年10月 1日受理
A bbr eviatio n s: EVG, ela stic a v anGies o n;M M P, m atrix m etallopr otein as e;N E M, N-ethylm aleimide; O P D, O rtho-
Phe nyle n edia min e;P AJ, plas min oge nactivato rinhibitor;P E T, P B S-E D T A 昔w ee n20;P M S F,Phe ndm etha n es ulfonyl
大動脈痛形成機序 に関す る検討
M M P群 はそ れ ぞれ異 な っ た 基質特異性を持ち , 種々 の 細胞 で
滞在型酵素 と して 分泌 さ れ 細胞外 で 活性化 さ れ る . 滞在 型
M MP の 活性化 に は プ ラ ス ミ ン が 最初 の 引金と して作用 して い
る と考え ら れ て い る 5)6). プ ラ ス ミ ン は 問 質 コ ラ ゲ ナ ー ゼ
(M M P-1), ス ト ロ ム ライ シ ン (M M P-3)お よ び M M Pq9を活性化
する こ と が で きる が, プ ラ ス ミ ン の M M P-1 や M M P-9 に対する
直接的な活性化能 は弱く, 最終的な活性化 には M M P_3 が主 に
作用 し プ ラ ス ミ ン (ま た は ト リ プ シ ン) → M M P-3 → M M P
(M MP-1, M M P-9) と い う滞在型酵素の 活性化カ ス ケ ー ドが 最近
で は考えられ てい る .
細胞外 マ トリ ク ス 分解酵素の 1 つ で あ る ウ ロ キナ ー ゼ 型プ ラ
ス ミ ノ ー ゲ ン ア ク チ ベ ー タ ー (u rokin a s e-ty pe pla s min oge n
activ ato r, u-P A)は プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン を限定分解 し, 酵素的に活
性な プ ラ ス ミ ン へ と 変換す為. ひ P A は活性部位 にセ リ ン残基
をもつ こ と よりセ リ ン プ ロ テ ィ ナ ー ゼ と して 分類 され る. u -P A
により活性化 され た プ ラス ミ ン は フ ィ プ リ ン , Ⅳ 型 お よ びⅤ型
コ ラ ー ゲ ン な ど を基質とす る ほ か , プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン , P A,
M M Pな ど の 潜在型酵素を活性化す る . u -P Aの 他 , P A に は租
織塑 プ ラス ミ ノ ー ゲ ン ア クチ ベ ー タ ー 担s su e-ty pe plas min ogen
a ctiv ato r,t-P A)が 存在 し , それ ぞ れ は 構造的 にも機能的にも異
なる.
u-P Aを含 め た 線潜活性 は血 栓溶解 に直接作用する ほ か , マ
トリ ク ス 分解酵素活性化カ ス ケ ー ドの 初期因子と して機能する
ため 細胞の 遊走7)8), 組織構築, 創傷 治癒9), 排卵や 着床現象 な
どにも深く関与する こ とが 明 ら 射 こ され た 川 . また, 膿瘍細胞
の 悪性化 に伴う線溶活性の 克進 は古く か ら注 目 さ れ, 浸潤性増
殖 に お ける 組織破壊 と密接な関連が ある こ と が 示唆 さ れ て き
た. 現在 で は P Aを多く の 癌細胞 が分泌 し て い る こ と が 証明さ
れ て い る 11). し か し大動脈痛と線溶系因子 の 関係を論 じ た研究
は少なく1 2)1 3)1 4), 仮 説の 域を出な い . 本研 究で は特 に 弾牲線椎
の 破壊 に関わ る 細胞外 マ トリ ッ ク ス 分解酵素 と して u-P A に焦
点を当て , 組織破壊 に お ける線溶糸田子 の 役割 に つ い て 検討 し
た
.
材料 お よび 方法
l∴ 大動脈癌形成の実験的検討
1 . 実験動物





1 5)1 6)の 方法 に従い , 6 %ベ ン ト パ ル ビタ ー ル ナ ト･)
ウ ム (投与量0.1ⅠⅥ1/10 0mg体 重) を腹腔内投与 し麻酔 し た後,
手術台 に仰臥位 で 固定 し腹部正中切開 にて 開腹 した . 手術用顕
微鏡使用下 に腹部大動脈 を下 大静脈より剥離 し, 分枝で ある腰
動脈お よ び下 腸間膜動脈 を腹部大動脈左腎静脈横走部より罵倒
へ 絶勝骨動脈分岐部ま で結紫 した . 次 に左鼠径部を縦切開 し,
ポリ エ チ レ ン カ テ ー テ ル を左大腿 動脈 より腎動脈下腹部大動脈
に留置 した (図1). 腹 部大動脈 を左腎静脈下 で微小 血管紺子を
かけ, さ ら に こ こ よ り 1 c m尾側 に絹糸を 二重に通 して 遮断 し
た
･ カ テ ー テ ル を通 じu -P A(600 IU/ml) (Sigm a,St.I,O uis, U S A),
t-PA(5 0,000 IU/ml) (Sigma), プ ラ ス ミ ン (1 I U/ml) (Sigm a),
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マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化物質である チ オ グ リ コ レ ー ト (1皿g/ml)
(Sigm a)又 は生理 食塩水を100m mHg圧 に て l時間浸透 させ た .
魔流終了後大動脈遮断 を解除, カ テ ー テ ル を抜蓋 し, 左大腿動
脈 を結致 し創を縫合閉鎖 した . 普通飼料自由水 に て飼育 し, 1,
2, 3, 5, 7, 9, 11, 14 日 後 に後述 の 如く標本を摘出 し た .
6 %ペ ン トパ ル ビタ ー ル ナ トリ ウム を腹腔内投与 し麻酔を行い ,
前回手術創 より切開開腹 した . 大動脈を遊離 し腎動脈下腹部大
動脈 で の 最大横径 を自然拍動下 に て 測定 し た . 嶺径 測定後 ,
6 %ペ ン ト バ ル ビタ ー ル ナ トリ ウム を急速 に静注 し深麻酔に て
屠私 腎動脈下腹部大動脈 より総腸骨動脈分岐部まで摘出 した .
摘出 し た大動脈片は縦切開し二分割した . 一 方を 観織標本 に ,
他方をザイ モ グラ フ イ 一 に供 した.
3 . 実験群の 設定
ラ ッ トは生理食塩水群, ひP A群, トP A群, プラ ス ミ ン群, チ
オ グリ コ レ ー ト群, u-P A加チ オ グリ コ レ ー ト群, トP A加チ オ グ
リ コ レ ー ト群, プ ラ ス ミ ン 加チ オ グリ コ レ ー ト群の 8群に 分け
た . まず大動脈癖 の 形成の 有無を調 べ る た め に各々 5匹 を手術
後14 日 に て犠牲死 させ た . 次い で 痛形成をみ た 群 に お い て
径時的変化を み る た め に1, 3, 5, 7, 9, 11日目 に各々 2匹を
犠牲死 させ た . また , コ ン ト ロ ー ル と し て生理食塩水群で1, 3,
7 日 に, チ オ グリ コ レ ー ト群で 1, 3, 5, 7, 9, 1 1 日 に各々 2
匹を犠牲死 させ 径時的変化 をみ た .
4 . 組織標本 の 作成
上述 し た 方法 で得 ら れ た ラ ッ ト腹 部大動脈標本 を直ち に
10 %中性権衡 ホ ル マ リ ン 液に投入 し6 ～ 24時間固定後, パ ラ フ
ィ ン包捜 した. パ ラ フ ィ ン切 片は H E染色お よび エ ラ ス チ カ ･
ワ ン ギ ー ソ ン (ela sticava nGie so n, E V G)染色を行 い , 光学顕微
鏡的 に観察 し た.
5 . ラ ッ ト腹部大動脈組織内ゼ ラチ ン , α t エ ラ ス ナ ン 分解
パ タ ー ン の 検討
ラ ッ トの 初回開腹3, 5, 7, 11, 14日 後及び無処置 の ラ ッ ト
腹部大動脈切片 を Polytr o n(Kin e m atic a, Switz erland) を 剛 一 て
0･1 M リン 酸緩衝液中 に懸濁 し, 採取後, 10,000rpm , 5分間遠
心 して そ の【l二清 を-80 ℃で保存 した . 口ib bsら
17)の 方法に従い ,
ゼ ラ チ ン (2m g/ml)を 含む ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (8 % アク リ
ル ア ミ ド)を作成 し, 上 述 した 培養__L酒を非還元状態, 4℃ で
電気泳動 した . 培 養上宿の 量は培養の 際 に用 い た 組織の 乾燥電
量が一川一 定と な る よう に調整 し た. ゲ ル を洗浄周緩衝酒 (50m M
Tris- H Cl, 1m M ZnC12 , 2.5 % トリ トン Ⅹ, 0.02% Na 3, pH 7.5)
で 洗浄し た後, n ･is-NaClqCa 汀NC) 緩衝液(50m MoI Tris-H Cl,
0.1 5 M NaCl, 10m M CaC12, 2.5 %ト リ ト ン Ⅹ, 0.02% Na こ～,
pH 7.5) 中に37℃で 17時間反応させ た . ゲ ル は ク マ シ ー プリ リ
ア ン トブ ル ー で 染色 した 後脱色 しゼ ラチ ン 分解 パ タ ー ン を検討
した . 分子 量標準 マ ー カ ー と し て , ホ ス ホ リ ラ ー ゼ b(94k Da)
(Sigm a), ヒ ト トラ ン ス フ ェ リ ン (77k Da) (Sigm a), ウ シ血 清ア
ル ブ ミ ン (68k Da)(Sigm a), ヒ ト免疫 グロ ブ リ ン重鎖(55k Da)
(Sigm a), 卵 白ア ル ブ ミ ン (43k Da)(Sigm a), カル ポ ニ ッ ク ア ン
ヒ ドラ ー ゼ (29k Da) (Sigm a), を用 い て それ ぞ れ の 消化 バ ン ド
の 蛋白分子量を算定 した. 同様 に α - エ ラ ス チ ン (1.2m g/ml)を
含む ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル (8 % ア クリル ア ミ ド) を作成 し
て , 培養上帝 の 電気泳動を行い α - エ ラ ス テ ン 分解活性 の 検討
flu oride; ¶M P, tissu einhibitor of m etalloprotein as es;t-P A, tiss u e-tyPe Plas min ogen activ ator;u-P A, u r Okin ase-ty Pe
plas min oge n activator;u-PA R,r e C eptOrfo r u rokin as e-typeplas min ogenactivator
556
Fig. 1, Sche m atic r epre s enta也on ofrata o rtic pe rfu sio n m odel
wi th is ola也o n of the cathete rtip wi th in thein血
･
ar e n al o rta.
を行 っ た .
6 . 酵素抑制試験
ゼ ラチ ン サ ブ ス ト レ ー トゲ ル に培養上 清 の 同 一 試料 を 5 レ ー ン
泳動 し, 各レ ー ン を切り離 し た . そ の ゲ ル の ひ と つ をT N C緩
衝液に て, 37℃, 17時間反応 さ せ残りの ゲ ル をE D T A 20m M ,
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤の フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル フ ォ ニ ル フ ル
オl) ドbhe nylm ethane sulbnylfluori de,P MS F)2m M , シス テ
イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤 の N- エ チ ル マ レ イ マ イ ド (N-
ethylm aleimide, N E M) (Sigm a)5m M , また は ア ス パ ラギ ン 酸
プ ロ テ ア ー ゼ 阻害剤の ペ ブ ス タチ ン A(Sigm a)0.5m M 存在下 の
m C緩衝液申で同様 に反応させ て 比較 した .
Ⅰ . 大動脈癌形成の臨床的検討
1. 大動脈痛壁 と対照群大動脈壁組織
当科お よ び 関連施設に お い て腹部大動脈痛手術 の 際 に切除 し
た 腎動脈下大動脈痛壁組織24例 を 材料と し た . 対照 と し て 下
肢閉塞性動脈硬化症 に対 し腹部大動脈 一 末梢動脈.バ イ パ ス 術を
要 した症例 にお い て 吻合口作成時 に切除 され た 腎動脈下大動脈
壁 の 粥状動脈硬化巣16例を用 い た . 腹部大動脈痛症例 の 内訳
は , 男性17例, 女性7例で , その 年齢 は 60～ 88歳で 平均年齢
は74.2 土 8.1歳 で あ っ た . 下 肢閉塞性動脈硬化症症例 は, 男 性
13例, 女性3例 で , 年齢は49～ 73歳, 平均 年齢は 63.1土7.6歳
で あ っ た . これ ら の 大動脈組織は 一 部は培養用 に保存し, 残り
を過 ヨ ウ素酸 - リ ジ ン ー パ ラ ホル ム ア ル デ ヒ ド固定液 にて 1日
間固定後, パ ラ フ ィ ン 包擬 した . パ ラ フ ィ ン切片 は H E染色お
よ び E V G染色を行 い , 光学顕微鏡的に観察 した .
2 . 観織培養上清中の エ ラ ス タ ー ゼ 括性
大動脈槽壁組織お よ び対照群大動脈壁組織を無菌的に内膜 に
付着した壁在血栓を除去 した後で 内膜, 中膜 , 外 膜に そ れ ぞれ
分離 し, 1× 1 × 1m m大 に締切 した . そ の 組織片10個を0.2 %
ラク トア ル ブ ミ ン 水解物 (Gibc o, NewYo rk, U S A) 含有RPM I培
地1640液 (Gibc o)2ml 中で 37 ℃24時間培養 した . 培養液を採
取後, 10,000rpm , 5分間遠心 し, そ の 上 清を-80℃で 保存 し
た . 組織片 は凍結乾燥 し て重量を測定 した . Bieth ら1 8)の 方法
に準 じ, 培養上 清中の エ ラス タ ー ゼ 活性を測定 した . 培養上 清
0.1ml に0.05 % T N C横衝液2.4ml加 え, 基 質と して 125m M サ ク
シ ニ ル ー L - ア ラ ニ ル ー L - ア ラ ニ ル ー L - ア ラ ニ ン ー p
- ニ
トロ ア ニ リ ン の N - メ チ ル ピ ロ リ ド ン 溶液20〃1を加え, ガ ラ
ス 棒 で 撹拝後 , 2 5℃で4 10n m の 吸 光度増加を 2 ～ 3 分 間測定
した. 分解 活性 は培養 に使用 した 乾燥組織重量1 g 当たり , 及
び 単位時間当たり の 生成した p - ニ ト ロ ア ニ リ ン の モ ル 数で示
した . 吸光度 の p - ニ ト ロ ア ニ リ ン へ の 換算 に は , N A分子吸
光度係数8800を用 い た.
3. ゼ ラ チ ン , α ･ エ ラ ス チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル に よ る分解
パ タ ー ン の 検索
上述 した Hib bsら 17) の 方法 にて , 凍結保存上清をゼ ラ チ ン,
α
- エ ラ ス チ ン サ ブ ス ト レ ー ト ゲ ル に よ る 分解 パ タ ー ン の 検討
を行っ た.
4 . 酵素抑制試験
上述 した方法 に て , 酵素抑制試飯を行っ た .
5 . 中膜 組織培養 上 帝 中 の u -P A, t- P A, PA 阻 害因子
blasmin oge n a ctiv ato rinhibito r,P AI)- 1 の 定量
大動脈痛壁申膜組織お よ び対照群大動脈壁中膜組織の 培養上
清中の u-P A, t,P A, P Al-1濃度を E LIS A法 に て 測定 し た. u-P A
測定に は Tint Elis e uP A(Biopo ol, U m e a, Sw ede n)を用 い た. 予
め , 抗 ヒ ト u-P Aモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体の コ ー テ ィ ン グ さ れ たマ
イク ロ プ レ ー トの 各 ウ ェ ル にP B S-E D T むTw e en20(P ET)緩衝
液100〃1 を分注 し, 1分 間震塗 した後 , 培養上 清50〃1 を加え,
室温 に て2時間震塗 し な が ら 反応 させ た . 次 に ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 標識抗 ヒ トuP んIgGを50直加え室温 にて 1時間反応 させ た
後, P E T律衝液 にて 4 回洗浄 し た. 0- フ ユ ニ レ ン ジ ア ミ ン ニ塩
酸塩 (o rthoqphe nyle n edia min e, O P D) に て 暗所で 30分間発色 し
た後, 3 M硫 酸で 反応を停止 し, イ ム ノ リ ー ダ ー E R-8000(三光
純薬, 束京)に て 490n m に お ける 吸光度を測定 し, 標準曲線を
もと にサ ン プ ル 中の u-PA漉度を測定 した .
トPA 測定 に は , Im ulys etP A(Biopo ol) を用い た . ヤ ギ抗 ヒ ト
t-P Aを, 0.1 Mの 炭酸水素 ナ ト7) ウム で 0.01m g/mlの 濃度 に希
釈 し, マ イ ク ロ プ レ ー ト.の 各ウ ェ ル に200/ノl分注 し, 25℃に
て
16､ 18時 間反応 させ た 後, P E T横衝液で 4 回洗浄 し た . マ イ
ク ロ プ レ ー トの 奇 数の ウ ェ ル に は P m
､緩衝液で 12.5〃1/ml に希
釈 した正 常 ヤ ギ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を, 偶 数の ウ ェ ル に は PE T綬
衝液で 12.5FLl/ml に希釈 した ヤ ギ 抗 ヒ トtP A抗体をそ れ ぞ れ
150〃l分注 し, さ ら に全 ウ ェ ル に 検体を10〃1加え室温 で マ イ
ク ロ ミ キ サ ー を用 い 3時間反応 さ せ た . 次 に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
標 識抗 ヒ ト トP A IgG 50〃1を各 ウ ェ ル に分注 し, 2時間反応させ
た 後1 P E T緩衝液 で 4 回洗浄 した . O P D に て暗所で 30分間発
色 した 後, 4.5 M硫酸 を50〃1を加え反応を停止 し, イ ム ノ リ
ー
ダ ー にて 49 0n m に お け る吸光度を測定 し, 標準 曲線 をもと に
サ ン プ ル 中の ♭P A濃度を測定 した .
P A I-1測定 に は , P A I-1 E LIS Akit(M o n o zym e,H≠r shol,
De n m ark)を用 い た . マ イ ク ロ プ レ
ー
トに抗 体を コ ー テ ィ ン グ
した後, 培 養上 清0.1mlを加え, 4℃で 一 晩お きP B S綬衝液で
洗浄後 ビ オ テ ン 化抗体液を分注し室温で 1 時間反応 させ , P B S
大動脈癌形成機序 に関する検討
績衝液で洗浄後, わ さ び ペ ル オキ シ ダ ー ゼ 標識ア ピ ジ ン 液を添
加, 室温で 1時間反応 させ洗浄, 基 質を10 0′′∠1分注 し3分後 に
反応停止液と して4.5 Mの 硫酸を50/Ll分注 し, 25℃で の 490n m
の 吸光度増加をイ ム ノ リ ー ダ ー E R-800 0 に て2､ 3分間測定し
た.
測定 し た u-P A, t-P A, P Al-1の 量 は培養に用い た 組織 の 乾燥
重量1g当た りの ng数で 表わ した .
6 . 大動脈壁組織の 免疫組織染色
対象組織 は ホ ル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ ン 包捜 し, 4一" m で5枚
の 連続薄切標本を作成 し, シ ラ ン コ ー テ ィ ン グス ラ イ ド(武藤
化学,東京) に付着 させ た . 1 枚は H E染色 を施 し, 残 る4枚 に
つ い て そ れ ぞれ u -P A, ウ ロ キ ナ ー ゼ 型 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン ア ク チ
ベ タ ー 受 容体 (recepto rfo rurokin a s e-ty pe Pla s min oge n
a ctiv ato r, u-P A R), t-P A, P A ト1 に対す る免疫組織化学染色を行
っ た . 免疫組織化学染色は標識化 ス ト レ プ トア ピ ジ ン ー ビオ チ
ン 法に て 行 っ た ･ まず薄切標本をキ シ レ ン (和光純薬 , 大阪)
にて10分間, 3回の 脱 パ ラ フ ィ ン を行 っ た後 に100 %エ タ ノ ー
ル (和光純薬)3層, 90 %エ タ ノ ー ル , 70 %エ タ ノ ー ル の 順に各
層20回 の 震造 を行 っ た 後, 水道水 で 1 分間流水水洗し親水 さ
せ た. P B S(pH 7.2) (日水製薬 , 東京) に浸 し, 0,1 % トリ プ シン
溶液 [ト リ プ シ ン (Sigm a)1 0mg, 塩化 カ ル シ ウ ム (和光純薬)
10mg, 0･05 M Tris-H Cl績衝液 bH 7.6)10ml] に30分間浸 し,
抗原の 既括 を行 っ た . 3 %過酸化水素加P B S に て15分間内因性
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の ブ ロ ッ キ ン グを行 い , 流水 に て10分間洗
浄 した後 ウ シ血 清 ア ル ブミ ン (ダ コ ･ ジ ャ パ ン , 京都) にて 10
分間非特異的反応 の ブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た . 一 次抗体 はそ れ ぞ
れ抗 u -P A抗体 , 抗 u -P A R抗 体, 抗t-P A抗 体 , 抗 P AI-1抗 体
(Am erica ndiagn o stic ain c. , Gr e e n wich, U S A)をP B S に て, ×
20 0, × 50, ×4 0, × 2 0 に希釈 し, 4℃ で 一 晩 反応 さ せ た .
P B S に て5分間, 3回洗浄 し た後, ビ オ ナ ン 標識抗 マ ウ ス イ ム
ノ グロ ブ リ ン ヤギ抗体 (ダ コ ･ ジ ャ パ ン), ビオナ ン 標識抗ウ サ
ギイ ム ノ ダ ロ ブ リ ン ヤ ギ抗体(ダ コ ･ ジ ャ パ ン)を30分間室温
にて 反応 させ , P B S に て 5分間, 3 回洗浄 しペ ル オキ シ ダ ー ゼ
標識ス ト レプ トア ピ ジ ン (ダ コ ･ ジ ャ パ ン) を30分間室温に て
反応させ , P B S に て5分間3回洗浄 した . u A 月反応終了後, 四
塩酸3, 3 ジ ア ミノ ベ ン チ ジ ン (和光純薬) に て約5分間発色 し,
水道水 に て10分間流水水洗 し, マ イ ヤ ー ヘ マ トキ シリ ン に て
対比染色行 っ た後, エ タ ノ ー ル , キ シ レ ン にて 脱水, 透徹を行
い 封 入 し た,
Ⅱ . 統計学的処理
ラ ッ ト腹部大動脈径 の 測定値は平均値 ± 標準誤差 で示 し, エ
ラ ス タ h ゼ 活性, u -P A, t-P A, P AI-1量 の 測定値 は平均値 ± 標
準偏差で 示 し た . 有 意 差検定 に は , 2群 の 比 較 に は M a n n-
Wh itn ey検定を, 3群以 上 の 検定 には Kn lSkal- Wallis検定を用い
た. 危険率, P < 0. 5 をもっ て有意と した .
成 績
Ⅰ. 大動脈癌形成の実験的検討
1･ ラ ッ ト腹部大動脈径の 経時的変化(図2)
初回開腹時の ラ ッ ト腹 部大動脈径の平均値 は1.18± 0.12m m
(n = = 8即 で あ っ た . 生 理食塩水海流 ラ ッ トで は 海流前 1.18±
0･12m m か ら 潅流終了時 (1時間後) に1.78 ±0.4 2m m (n = 11)
と大動脈径が拡張 した が 1 日後で は平均1.5 仙m (n = 2)と な り
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Fig･ 2･ Dia m ete r ofr at ao rta sbefore and aftertre atm ents:◇,
physiologic salin e; ●, thioglycolate plu surokin a s e･ty Pe
pla sminoge n a ctiv ato r; ◆ , thioglyc olate plu stis sue-tyPe
pla s minoge n activator;○, th ioglyc olateplu spla s min. Data a re
夏±S E M.
チ オ グリ コ レ ー ト淀流 ラ ッ ト, プ ラ ス ミ ン 濯流 ラ ッ ト, u -
P A潅流 ラ ッ ト, t - PA 濯流 ラ ッ ト, チ オ グ リ コ レ ー ト加t -
P A海流 ラ ッ トで は生 理食塩水條流 ラ ッ トと 同様 の経過(14 日後
平均大動脈径1.35± 0.3 5m m) で あり, 拡張性変化を認めなか
っ た .
チ オ グリ コ レ ー ト加 プラ ス ミ ン 港流 ラ ッ トで は濫流終了時の
大動脈径 は生 理食塩水港流 ラ ッ トな ど他と 同様 の 拡張 を示 し,
続く7 日後(平均大動脈径3.18± 0.33m m) まで ほ ぼ 一 定 の 速度
で 大動月氏は拡張 し た. 7 日後以 降 は穏や か な拡張性変化 を認め
た (14 日後平均大動脈径3,34±0.26m m).
チ オ グ リ コ レ ー ト加u-P A湛流 ラ ッ ト で は 濯流終了時に拡張
した 大動朕径 は, 他の 拡張性変化を認め なか っ た 群と 同様 に術
3 日 後まで績や か に縮小 した が 5 日後 に は 再拡張に転じ (平均
大動脈 径1.7 5± 0.18m m), 9 日後 (平 均大動脈径2,54±
0.2 0m m)まで 一 定の 速度で 拡張を続けた . 9 日 以降は さ らなる
拡張 は認め なか っ た (14日後平均大動脈径2.52±0.24m m).
2 . ラ ッ ト腹部大動脈壁 の 組織学的検討
H E染色お よ び E V G染色を行 い , ラ ッ ト腹部大動脈壁を光
学顕微鏡で観察 した (図3), 生 理 食塩水港流 ラ ッ トで は, H E
染色で は 大動脈壁 はい ず れも軽度 の 粥状硬化症 を呈 して お り ,
内膜 の 表面 に はわ ずか に血 栓の 付着も認め られ た . チ オ グリ コ
レ ー ト加 プ ラ ス ミ ン 連流ラ ッ トで は 3 日冒 に全層性 に 炎症細胞
の 浸潤 があり , 弾性線維の 断裂 が認 め ら れ た . 7 日目で は弾性
線維 は葬簿化し, 11 日日で は ほ と ん ど消失 し痕跡 の み と化 した
部位も認め られ た . ナ オ グ リ コ レ ー ト ･ u-P A港流 ラ ッ ト で は
チ オ グリ コ レ ー ト加プ ラ ス ミ ン 港流ラ ッ トと 同様の所見が認め
ら れ たが , そ の エ ラ ス ナ ン 断裂は軽度 であ っ た . チ オグ リ コ レ
ー ト港流 ラ ッ ト, プラ ス ミ ン 港流 ラ ッ ト, u-P A港流 ラ ッ ト, t-
P A港流ラ ッ ト, チ オ グリ コ レ ー ト加t-P A港流 ラ ッ トで は 生理
食塩水潅流ラ ッ トと同様の内膜肥厚 と炎症細胞浸潤像 は認 めた
が , 中膜弾性線椎の 断裂･は認め な か っ た .
3 ･ ラ ッ ト腹部大動脈組織内ゼ ラ チ ン , α - エ ラ ス チ ン 分解
パ タ ー ン の 検討
組織懸濁液を用 い て, ゼ ラチ ン ザイモ グ ラ フ イ ー を施行した
558
( 図4). 正 常 ラ ッ ト大動脈組織で は92k Da, 72k Da, 66k Da,
60k Da のゼ ラチ ン 分解活性を認め た . 66k Da の バ ン ドは 最も幅
広く明瞭であり , 72k Da の バ ン ドは そ の 1/4程度 の 狭 い バ ン
ドで あり, 60k Da, 92 k Daの バ ン ドは 極く淡い バ ン ドで あ っ
た .
大動脈癌形成を認 め た チ オ グリ コ レ ー ト加 プ ラ ス ミ ン 港流ラ
ッ ト, チ オ グリ コ レ
ー ト加u÷p A港流 ラ ッ ト, お よ び対照と
してチ オ グリ コ レ ー ト港流 ラ ッ トの腹部大動脈壁の 組織懸濁液
を採取 日毎 にザイモ グラ フ イ ー を施行 した . チ オ グリ コ レ ー ト





が増強した . 11 日以後は 減弱 した が正 常 ラ ッ トより は濃い レベ
ル で あっ た. チ オ グリ コ レ ー ト加 u-P A港流 ラ ッ トで は92k Da
の バ ン ドは 3日 よ り増強 し5 ～ 9日 に ピ ー ク を認 め14日 で は 減
弱 した が 正 常 ラ ッ ト よ り は わ ず か に 濃 い レ ベ ル で あ っ た .
6 6k Da バ ン ド は 経過中, 正 常 ラ ッ トよ り わ ずか に濃 か っ た.
60k Da の バ ン ドは 92k Da の バ ン ドと ほ ぼ 同 一 の 変化 で あっ た .
チ オ グ リ コ レ ー ト渡流ラ ッ トで は3 ～ 5日を ピ ー ク に バ ン ドの
増 強は 認め られ た が プ ラ ス ミ ン 加 u-P A港流 ラ ッ トに 比べ て 弱
か っ た .
α

























Fig･ 3･ Histological results ofrepres entativ e specimens ofratao rtas stain ed by elastica v anGieso n
,
s m ethod . Co ntrol(朗is ase ction
&o m rata o rta beforeperfusio n･ B repre se nts aspecim e n ofrata o rta 3 days aRe rperfusio n with 也ioglyc olateplu spla s min. Nu m e rou s
CellsinBltrate, and ela sticla mella e a re舟agm e nted. Af[e r7 days, elas ticlam ella ehav ebe c o m ethin (C), and after14 days, COllage n o us
dbs u e shav e replaced thelam ella e(D).(E),(F) and(G)repr e se nt 印e Cim e ns血･O m rata Orta Spe rfused wi tht ioglyc olateplu s u r okina se･
typeplas min ogen a ctiv ato r:3 days17 days, and 14 days aAe rperfusio n, re Spe Ctiv ely･ Ea ch s e ction sho w sthe s am e ChangeS a Sthatwi th
也ioglycolateplu spla smintre atm e nt･ Ba r苫20FLm
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性は認 め られ なか っ た .
4 . 酵素抑制試験
範織懸濁液 に お い て 認 め ら れ た 92k Da, 72k Da, 66k Da,
60k Da の ゼ ラ チ ン 分解活性は , 酵素抑制試験 で はP M S F, N E M,
ペ プ ス タ チ ン A で は抑制 され ず, E D T A での み 阻害 さ れ た . こ
の 結果か ら, こ れ らの 酵素活性 は M M P である こ とが 証明さ れ,
後述す る ヒ ト腹部大動脈組織内ゼ ラチ ン サ ブス ト レ ー トゲ ル に
よ る酵素抑制試験の 結果と同 一 で あ っ た . 従 っ て 分子量の 大き
さ か ら , 92k Da の 活性 は 潜在型 M M P-9 と考えら れ た. 72k Da
の 活性 は潜在型M M P-2, 66k Daは 中 間型 M M P-2, 60 k Da は活
性型 M M P-2 と推測 さ れ た.
丑 . 大動脈癌形成 の臨床的検討
1. ヒ ト腹 部大動脈組織の 光学顕微鏡的観察
H E染色で は , 大動脈壁 は大動脈痛, 閉塞性動脈硬化性共 に高
度の 粥状硬化症 を呈 して お り内膜 の 表面に は 血栓 の 付着が認め
られ た . 大動脈痛壁 で は 全層性 に炎症細胞 の 浸潤 があり, 内膜
に は泡沫細胞 が随所 に み ら れ ま た外膿 を中心 と して リ ン パ 球が
散在性 にある い は 集族 して認 め ら れ た . 形質細胞 や好中球も少
数認め ら れ た . 大動脈癖壁で の E V G染色で は, 高度 の 粥状硬
化 を示す内膜 の 弾性線雄 は殆 ど消失 し, 非 薄化し た中膜の 弾性
線維も断裂 が目立ち消失 して い る 部分も多く認め られ た .
2 . ヒ ト腹部大動脈組織培養上帝中の エ ラ ス タ ー ゼ 活性の 検
討
サ ク シ ニ ル ー L - ア ラ ニ ル ー L - ア ラ ニ ル ー L - ア ラ ニ ン ー p






























培養上宿中の エ ラ ス タ ー ゼ 活性 は , 内膜で は大動脈痛径6c m未
満の 群で 539.2± 96.O n m ol/ 時間/g, 6c m以上 の 大動脈痛群で
363.4±141.2 n m ol/ 時間/g, ま た , 閉塞性動脈硬化性組織の 内
膜で 44 8.6士 139.1 n m ol/ 時間/gで あ っ た (図5A). 中膜で は 癖
径 6 c m未満 の 群で 561. ± 145.9 n m ol/ 時間/g, 癖 径6cm 以 上
の 群 で347.3± 164.9 n m ol/時間/g, 閉塞性動脈硬化性租織 で
374･9± 94.8 n m ol/ 時間/gで あ っ た (図5 B). 外膜 で は 槽径 6
C m未満 の 群で429.1± 106.1 n m ol/ 時間/g, 痛径6c m以 上 の 群
で 286.1± 135.O n m ol/ 時間/g, 動脈硬化性組織 で301.4 ±96.4
n mol/ 時間/gで あ っ た (図5 C). 痛径 を6cm で 二 分す る と 内,
中, 外膜の 全て の 層 で6c m未満 の 群 に有意 に エ ラス タ ー ゼ 活性
が 高く認 め られ た . ま た, 大動脈癖全体と閉塞性動脈硬化性病
変と で は エ ラス タ ー ゼ活性 には 有意差を認め な か っ たが , 痛径
6c 皿未満群と閉塞性動脈硬化性病変と で は 全て の 層 で有意 に エ
ラ ス タ ー ゼ 活性 が高く認め ら れた .
3 . ヒ ト腹部大動脈組織内ゼ ラチ ン , α - エ ラ ス ナ ン 分解 パ
タ ー ンの 検討
組織培養上宿 を用 い て, ゼ ラ チ ン , α - エ ラ ス チ ン を サ ブ ス
ト レ ー トと し たザ イ モ グラ フ イ ー を施行 し た (図6). ゼ ラ チ ン
ザ イ モ グ ラ フ イ ー で は大 動脈痺壁 の 培養 上清中 に い ず れ も
92k Da, 66k Da, 60k Daの ゼ ラ チ ン分解活性を認め た. 66k Da,
60k Daに み ら れ た活性パ タ ー ン は どの 症例 にお い て もほ ぼ 一 定
で あり , 66k Daに 一 様な比較的幅広 い バ ン ドが み られ , 60kDa
に は そ の 1/3 程度の 狭い バ ン ドが 出現 して い た . 92k Daの バ



















Fig･ 4. Gelatin zym ogr aphy.Tiss u eho m oge n atefr o mthe a o rta
Ofa rat tre ated with thioglyc olate (A)sho w sgelatin olytic
a ctivibTin66kDabands andw e aklyin 72 k Dabands血
･
O mju st
af[ertr e atm e nt to 14 days after. T hebands of 92 k Da a nd 60
k Da a re s e e n w e akly 五o ml daysto 9 days afte rtre atm e nt.
Tiss u eho m oge n ate sfr o mthe ao rta ofa rat tre ated with
thioglyc olate plu$,pla s min (B), a ndthioglyc olate plu s
u r okin a s e-tyPe Pla s min oge n a ctiv ato r(C) show inc rea s ed
gelatin olytic activityin al1 bands thro ugho ut14 days af[erthe
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A A A(<6c m) A AA(>6c m) A S O
Fig. 5. Ela stin olytic a ctivityin the c ultu r e m edia ofa o rtic
tiss u e s ofa n e u lYS m S a nd athe ro s clerotic o c clu siv edis e a se,
m e a su red bythe substrate ofsu c cinyl
- Lala nyl-しala nyl-L-
ala nin e-P. nitr o a nilide . (A)Intim altis s u e s･(B)M edial





p<0･0 01･ A A A, ab do min al a o rtic
an e u rys m;A S O, arterio s cle ro si obliter a n s･
Fig.6. Gelatin o研ic activitie sin the c ultu re m edia ofthe a o rtic
tis s u e s o n zym ogr aphy･ La n e sA-D , ab do min al a o rtic
a n e u rysrn(diam ete r Ofan e urys m :A, 4.5c m;B, 5･2 c m;C, 6･O
c m;D, 7.5c m). Lane E, n O r m al o rta obtain ed fro m a utopsy･
La n eF｣I, ather o sclerotic o cclu siv edis e as e. M ole c ular w eights
ofstanda rds ar eindic atedo ntheleft. Gelatin olytic activityin
92kDaband isin c re as ed inla n esAa nd B.
大動脈嗜形成横序に関する検討
大動脈癌組織 で は痛径 の 小さなも の に幅 が広 い 傾向が認 め ら
れ, 膚径が 大きくなる と症例 によ っ て は92k Da の バ ン ドが欠損
する例もあ っ た .
α
- エ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ フ イ ー で は 明 らか な バ ン ドは認め
られず, 分解 活性 は証明できなか っ た .
4 . 酵素抑制試験
酵素抑制試験 で は大動脈痛壁お よ び対照 の 閉塞性動脆硬化巣
の 組織培養上清 に お い て認 め ら れ た 92k Da, 84k Da, 66k Da,
60k Da の ゼ ラ チ ン 分解活性 は, P M S F, N E M, ペ ブス タチ ン A
で は抑制さ れ ずE DT A での み 阻害 さ れ た. こ れ らの 酵素活性は
M M Pで あ る こ とが 証明 され , 分子量の 大きさ か ら92k Daの 活
性は潜在型 M M P-9, 84k Daの 活性 は その 活性型 と考え られ た .
66k Da の 活性 は中間型 M M P-2, 60k Da は活性型 M M P-2 と考え
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ら れ た.
5 . ヒ ト腹部大動脈中膜組織培養上浦中の u 一 弘 , トP A, P A ト
1の 定量
大動脈癌中膜組織 の 培養上清 にお ける u- P A畳 の 平均値 は
190.1 ±59.8ng/gであ っ た . 対照の 閉塞性動脈硬化病変中膜組
織の u-P A量の 平均値 は187. ±48.6ng/gであ っ た . 大動脈嗜と
閉塞性動脈硬化病変の 間で は有意差は認 め られ なか っ たが , 痛
径6c m未満の 大動脈癌中膜組織群 (平均220.5 ±42,3ng/g)で は
閉塞性動脈硬化病変 に比 べ て 有意に高値を示した . 痛径で の 比
鞍でも痛径6c m以上 群(平均160.3± 65.7ng/g) に 比べ て癌径
6c m未満群 が有意 に高値を示 した(い ずれ もP<0.0 5) (囲7A).
大動脈癌壁 の 培養 上清 にお け るt-P A畳の 平均値 は 300.8 ±
15 6












AA A(<6c m) A A A(>6c m) A S O
Fig･ 7･ Amo u nts ofu rokin aseqtype pla s min ogen activ ato r(u -
PA)(A),tis s u e-type plas minogen a ctiv ato r(t-P A) (B), a nd
Plasmin oge n a ctiv ato rinhibito r(P AI嶋1) (C)s e c ret d in the
C ultu re m edia bytll e a Ortic tis s u e s of ab do min al a o rtic
a neu rys m s a nd athe ro scle rotic o c clu siv edis ea se. T he s e
Pr Otein s w e re m easured by s andwich enzym eim m u n o as say.
A A A(<6 c m), ab domin alaortic a n e u rys m witha dia m eter
S mal1e rthan 6 c m;A A AC>6c m), ab do minala ortic a n eurys m
Witha dia m et erla rge rthan 6 c m; AS O, a rte rios cler o sis






均値 は252.0± 108.4ng/gで 有意差は認め ら れ なか
っ た (図7 B)･
大動脈癒壁の P 膿1量 の 平均値 は4252･3± 1318･9ng/g で･ 閉
塞性動脈硬化病変の P AI-1量の 平均値 は2 614･5± 1324･Ong/g
よ
り有意 に高値を示 した (P<0･01)･ 大動脈瘡壁 の P 瓜 1量
は癌
径 との相関は認め られず全体に高値を示 した (囲7 C)･


















大動脈膚壁 の内膜 で は粥状硬化 の 周 辺 部 に 存在す る泡沫細
胞, 紡鎌形細胞, 類 円形細胞の 胞体 に u-P A, u
-P A R, t･P A が多
数 の細胞に強く染色さ れ て い た . P AI-1は そ れ に比 し陽性細胞
は少数であ っ た . 罪薄化した 中膜 の 紡錐形細胞 にも u-P A, u -
P A R, t-P A が多く陽性 であ っ た . P AI-1も中膜 の 紡錐形細胞に
C D E
Fig. 8. Light mic rogr叩h of an abdo min alaorta wi than e u rys maldnatado n･ GA)He m atox沖
n e o sin stain, (B)Im m u n ost ain for u rokin as e-
ty pe pla s min ogen a cdvator(u-P A),(C)Im m u n o stain for uP A
-re C eptO r(uP A R)･ の)Im m u n o stain fordss u e-type pla s minoge n a ctiv ato r(t
p A),(E)Im m u n ostainforpla s min oge nactiv atorinhibito r(P AJ
-1)･ ¶ickne s s of m edialwal1 is de cr e a sed･ u-P A･tTPA a nd P Al
-1 ar e

















A B C D E
Fig. 9. Light micr ogrq)h of an abdominalaorta wi thathero sdero也c o cclu siv edise as e, ㈱ Hらm atoxyline osin stain･(B)Im m u n o stain b
r
u rokinase,tyPe plasmin ogen a ctiv ato r(u-P A),(C)Im m u n o st ain for uPArrecepto r(uP A R), (D)Im m u n os tain fortis su e-type pla s minogen
activ ato r(トP A),(E)Im m u n o stain brpla smin oge n activato rinhibitor(P 鳳 1)･ n icknes s ofm edialw al1 is r eladv elypre s e rv ed･ u
-P A･ トP A
and P AI_1a relo caliz ed inthefoam C ells, SPindle c els, and ro u ndc ellsin the wal1. Bar=50/L m
大動脈痛形成機序 に関する検討
弱く陽性 であ っ た . 外 膜で は栄養 血管内皮細胞お よ び そ の 周囲
の 類円形細胞 の 胞体 に u-P A が強く認 め ら れ , u-P A R は栄養血管
内皮細胞, 周囲の 類円形細胞に染色 され た . トP A は内皮細胞及
びそ の 周 囲の 類円形細胞 に弱く陽性 , P AI-1 は内皮細胞の み に
陽性であ っ た .
閉塞性動脈硬化痛変 で は 内膜 にお い て u -P A, u-P A R, t-P A,
nu-1 は そ れ ぞ れ大動脈痛 と ほ ぼ 同様 であり粥状硬化の 周辺部
の 細胞の 胞体 に そ の 存 在が認 め ら れ た が軽度 であ っ た . 中膜の
紡錐形細胞 の 少数 に u-P A が認め られ , u-P A R は紡錐形細胞の ほ
と ん ど の 胞体 に弱陽性 であ っ た . tpP A はu -P A と ほ ぼ同程度の
陽性所見でありPAI-1陽性細胞は ごく少数 であ っ た . 外膜の 栄
養血管内皮細胞で はu -P A, u-PA R, トP A, P Åト1 はい ずれ も陽性
を示 した .
考 察
大動脈痛形成 に関与す る重要な マ ト リ ク ス 分解酵素 と して
M MPが知 ら れ て お り, なか で も M M P-2, お よ び M M Pp9 は弾
性線維を破壊す る際 に重要 な酵素と して 大動脈癌形成と の 相関
性が検討 さ れ て い る. W ebsterら 19)は 大動脈痛と M M Pの 関与
を示唆 し, Vin eら 2 0)は 大動脈痩壁 ホ モ ジネ ー ト中 に M M P-1,
M M P-3, M M P-9の 存在を認 め閉塞性動脈硬化 に比 べ 大動脈
に陽性症例数が多か っ た と報告 した .
M M Pは潜在型酵素 と し て細胞外 に分泌さ れ , 細胞外 マ ト リ
ク ス に結合 し て い る M M P はu-P A に より プ ラ ス ミ ン 依存, 非
依存的に活性化さ れ る21). ま た u-P A に は プ ラス ミ ン を介 さず
に直接 マ トリ ク ス を 分解す る 作用も認め ら れ て い る 2 2). 培養
細胞を用 い た報告 によ れ ば , u一 弘 は 細胞 一 基質問の 撞着領域
に認め られ , 細胞表面にある u-P A R に結合 して い る こ とが 明 ら
か にさ れ て い る
23)
. u-n 岨 に結合 し た u-P A は, 液相 に存在する
u-P A と比 べ て プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン の 活性化効率の 上 昇が 認 め ら
れ る こ と 24)か ら u-P A R は細胞周囲 に限局 した 効率 の 良い P A活
性 を実現 して い る と考えら れ て い る. 細胞性線溶 は細胞表面の
受容体結合潜在型 u-P A が活性型 u -PA に変換 さ れ る こ と 2 5)よ り
始まり, 続 い て膜 結合型 プ ラ ス ミ ノ ゲ ン が 活性化 さ れ て い く .
こ れ ら の プ ロ テ ィ ナ ー ゼ 活性 は P AI-12
6】2 7)や M M P阻害因~-f･
(tis sueinhibito r of m etalloprotein a s es,TI M P) な どの イ ン ヒ ビタ
ー に より巧妙 に調節 され てお り, 組織破壊 に重要な役割 を演 じ
てい る . ま た u -P A活性が 細胞外 マ ト リ ク ス の 破壊 に お い て 電
要で ある 28)と指摘 さ れ て い る .
粥状動脈硬化巣で の 研究に お い て は Noda-Heiny ら
2 9)
が u-P A R
の 増加 を粥状硬化巣 の マ ク ロ フ ァ ー ジ , 泡沫細胞表面で認め ら
れ る こ とを報告 し, こ の u-P A Rの 増加 は細胞外 マ トリ ク ス 分吼
内膜肥厚 , 細胞移動 に寄与 して い る と 推測 して い る . 大動脈塘
で は Cla ude ら1 3)が , ヒ ト動脈癖壁中 に プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン が増
加 して い る こ と を指摘 し プ ラ ス ミ ン と 癌化 の 関係 を論 じ て い
る . Reillyら
12)も大動脈 の 閉塞性病変 と拡張性病変で m の 党規
が 異 な っ て い る こ と を報告 し た . 実 験 的 に は Anidja rら
15ユ16)
が , ラ ッ ト大動脈癌形成の 実験で プ ラ ス ミ ン を追加投与 した群
にお い て著 し い 癖形成が観察さ れ プ ラ ス ミ ン と動脈痛 の 関係を
示唆 し て い るが , こ の 理 由と して 彼ら は プ ラ ス ミ ン は マ ク ロ フ
ァ ー ジ な どの 炎症細胞中の エ ラ ス タ ー ゼ 活性を増強促進 させ る
の で はない か と推測する に留ま っ て い る . こ の ラ ッ ト腹部大動
脈嗜 モ デ ル は 動脈痛研究 に積極的 に応用 さ れ て お り, こ と に
M M P関連 の 研究が多 い . Halpe rnら3O), Ricci ら31)は 炎症細胞
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お よ び M M P と大動脈痛 の 関連を示 し, Holm e sら32)は マ ク ロ フ
ァ
ー ジか らの M M P-9分泌 を抑制す る こ と に より ラ ッ ト大動脈
痛形成もま た抑制 され る こ と を示 し た . こ の ように 大動脈癖 に
対する M M Pの 関与は 定説化 し つ つ ある . しか し大動脈橋形成
に関連す る M M Pへ の 積極的 な研究 に比 べ u -P A- プラ ス ミ ン 系
に つ い て検討 した報告 は少ない .
本研究で は同様 の 実験系に お い て プ ロ テ ア ー ゼ カ ス ケ ー ドの
起 点で あ る u -PAを 用 い て 癌作成が 可 能で あ る か を検討 した .
そ の 結 果 , チ オ グ リ コ レ ー ト加 プ ラ ス ミ ン 浸 透 ラ ッ ト で は
Anidja rら 15)の 報告同様 の 変化を示 し大動脈痛 が形成 さ れ た .
チ オ グリ コ レ ー ト加 u-P A浸透 ラ ッ トで も ま た プ ラ ス ミ ン に 比
し軽度 で は ある が癌化 した . こ れ は u -P A に よ る プ ラス ミ ン 依
存, 及び非依存的な マ トリ ク ス 結 合M M Pの 括性化作用 と, u-
P Aの 直接 の マ トリ ク ス 分解活性 に よ る と推測 さ れ る. u-P A単
独浸透 ラ ッ トで は癌化 はなく組織破壊も認め ら れ ない こ と か ら
直接 の マ トリ ク ス 分解活性は極く弱く, M M Pの 活性化作周 が
主である と 考えら れ る . また u-P A は抑制因子である P 朗-1 と結
合する性質があり, 過剰 なu -P A浸透 に よる 局所の P 朗-1の 消費
枯渇化の 結果で両者 の 量的 バ ラ ン ス が 崩れ 線溶活性克進が起 こ
っ たと も考え られ る . しか し, トP Aもまた P A ト1 と結合 し結合
体 は除去され る にもか か わ らず, チ オ グリ コ レ ー ト加 トP A浸透
ラ ッ トで は動脈拡張 は来た さ なか っ た こ とか ら こ の 影響も少な
い もの と考え られ た .
これ ら の ラ ッ ト腹部大動脈壁を組織学的に検討 した結果, 末
処置正常 ラ ッ トで は内膜の 肥厚 は認め られ な い が , 全 て の 潜流
ラ ッ トで は カ テ ー テ ル 留置 に伴う内皮傷害が刺激と なり内膜肥
厚 が生 じて い た .
Ro ss
3 3)の 傷害反応仮説 によ る と血管内皮細胞が傷害 をうける
と
, そ こ に単球や T リン パ 球 が接着 し, 内膜 に侵入 した 単球は
マ ク ロ フ ァ ー ジに 分化する . 更 に マ ク ロ フ ァ ー ジな どか ら増殖
国子, サ イ トカ イ ン が 分泌 され 平滑筋細胞 が中膜より内膜へ 侵
入増殖 し動脈硬化と な る と され て い る . 細胞 が遊 走する た め に
は障壁 と して 細胞間結合, 基底膜や問質マ トリ ク ス が ある が こ
れ ら は M M P に よっ て破壊さ れ る. こ の 際, 遁走す る 平滑筋細
胞 は u tP A を産生分泌 し て マ ト リ ク ス 分解酵素活性化カ ス ケ ー
ドを開始す ると さ れ て い る . 単球 ･ マ ク ロ フ ァ ー ジも増殖国子
の 他 M M P, u-P A などを分泌す るが 1 4), こ れ ら の 細胞は チ オ グ
リ コ レ ー ト処置に よ り 活性化し , また M M P-9産生 量 は 尤進す
る
:粧ほ)
. 従 っ て 本研究の 実験系で の 浸透郎動脈壁に集積 し た 炎
症細胞, 平滑筋細胞 は組織中に残存 し たチ オ グリ コ レ ー トによ
机活惰化 し組織中の M M P-9濃度も増加 して い た と考え ら れる .
An idjarら
15)の 実験 で は ナ オ グリ コ レ ー ト浸 透ラ ッ トで軽度の
拡張性変化を示 しプ ラ ス ミ ン 添加が こ れ を著 しく増幅させ て い
る . 自験例 で は結果 は異なり, チ オ グリ コ レ ー ト浸 透ラ ッ トで
は 内膜月巴厚 , 炎症細胞浸潤は認め られ た が 中膜の 破壊 は観察さ
れ ず拡張性変化も認め ら れ な か っ た . 本実験で は原法 と異なり
動脈 へ の 浸 透時間を 一 時間と短縮 させ て い た た め に結果が異な
っ た と も考えられ た. 過度 の 炎症を惹起さ せ れ ば中膜の 破壊ま
で 至る こ と は, 臨床例で の 細菌性動脈癌や ベ ー チ ェ ッ ト病をみ
れ ば容易 に理解でき, こ の 点で 原 法の 結果はむし ろ炎症性動脈
痛 に近 い の で はない か と思わ れ る . い ずれ にせ よ チ オ グリ コ レ
ー ト刺激 に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ活性化を介 した 局所の M M fし9
の 濃度増加 だけで は エ ラ ス チ ン 断裂を きたす に は不十分である
と考えら れ る . こ の理 由と して M M P は滞在型酵素と して分泌
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さ れ る た め活性化が必要で あ り こ の 耐 引ヒが不十分 であ っ た ,
ま た Brophyら
36)が 述べ て い るよ う に TI M P によ る M M Pの 阻害
機能も同時 に 先進し て い たt な どが 考 えら れ た･
特殊 な病態 を除く と動脈療病変で は 内膜肥厚と 中膜 の 非薄化
が同時 に存在 し, ｢動脈硬化性動脈癌｣ との 名称を与え られ て
い る . しか し動脈槽の 病因が動脈硬化である か どうか は未だ不
明で あ る. 前述 した ように動脈硬化性病変の 発生進展 で は細胞
が問質を破壊 し なが ら移動を行う と考えら れ て い るが , 移動 と
共 に エ ラ ス ナ ン 修復もまた行なう ため こ の 過程 に お い て は
一 般
に中膜弾性線維の 不可 逆性変化まで は至ら ない . 弾性線椎の 破
壊 は紳胞遊走時 に修復 を凌駕す る過度の エ ラス チ ン 分解活性が
生 じた場合 に エ ラス チ ン の 断裂をき たすとすれ ば 動脈硬化性病
変と拡張性病変が同時 に進行す る病態 と な る と考え られ る ･ 実
際 に ヒ ト大動脈痛で は コ ラ
ー ゲ ン , エ ラ ス チ ン の 合成 が 克進
し
37)
, M MP に代表 され る プ ロ テナ
ー ゼ の 克 進も多く観察さ れ
る4)た め 合成能を上回る分解活性の 存在が予測 さ れ て い る .




, こ の 炎症反応 が病因 であ る
40)と
す る説もある . マ ク ロ フ ァ
ー ジの マ トリ クス 分解 は プ ラ ス ミ ン
依存性であり41), こ の点か らも動脈痛 と線溶系の 関与 が疑 わ れ
る . 自験例で は P A ヤ プ ラス ミ ン 単独海流 ラ ッ トに お い て潅流
部動脈壁に変化はなく, 局所線溶活性の 克進状態 の み で は 組織
破壊 は観察さ れなか っ た . すな わ ち, M M Pも しく は セ リ ン プ
ロ テ ィ ナ ー ゼ の 単独 の 局所増加の み で は動脈癌化 は起り難く,
プ ラ ス ミ ン ･ u-P Aの 局所濃度増加 に よ る潜在型 M M Pの 活性化
が存在 して初 め て効率 の 良い 細胞外 マ トリ クス の 分解が起 こ り
うる と考え られ た.
ラ ッ ト腹部大動脈組織内ゼ ラ チ ン分解活性 の検討 で は , 癌 化
したも の で は活性型 M M P-9の バ ン ドが 経過ととも に増減 しラ
ッ ト大動脈径実測値 の 変化 と ほ ぼ
一 致 した . つ ま り活性型
M M P-9値 が 上 昇す る に従 い 動脈径 の 拡張速度 は大きく なり,
活性 型 M M P-9億 が 下 降す る に従 い 動脈径の 拡張速度 は小 さく
なる と推測 さ れ た . た だ拡張性変化を認 め なか っ た チ オ グ リ コ
レ ー 1､ 単独 潅流 ラ ッ ト で も弱 い な が ら 同様 の 変化を認 め た .
M M P-2値 は コ ン トロ ー ル に比 し仝経過で上 昇 して い た .
組織学的にも弾性線推 の 破壊像 は M M P-9の 増加 と と もに み
ら れ , 活性 化M M Pl =こ よ る ラ ッ ト大 動脈噌形成を裏付ける所
見であると考え られ た .
こ れ ら の 結果を総合す ると , 動脈壁中の M M P(特 に M M P19)
及び プ ラ ス ミ ン ･ u-P Aの 局所濃度を実験的 に増加 さ せ れ ば 弾
性線維の 破壊 ! 動脈拡張をも た らす こ と が示 され た .
ヒ ト動脈痛 と エ ラ ス タ ー ゼ ! コ ラ ゲ ナ
ー ゼ活性 の 比較検討は
以前より行なわ れ痛径 と分解活性が正の 相関を示す
ヰ2)と の 報告
が多い . しか しこ の 分解括性の 測定 は動脈壁全層の 結果で あり,
内, 中, 外膜 の 全て の 層 で の検討 はみ られ ない . 今回 の 結果で
は ヒ ト腹部大動脈組織培餐上清中の エ ラス タ ー ゼ 活性 , ゼ ラ チ
ン ザイ モ グ ラ フ イ ー の 検討にお い て , 全 て の 層で 腹部大動脈痛
全体と閉塞性動脈硬化症で は差が認め ら れな か っ た が , 動 脈癌
を二分する と嗜径6c m未満と 閉塞性動脈硬化症 で は有意に動脈
嗜 に お い て エ ラ ス タ ー ゼ活性が 高価であ っ た . 痛径6c m未弼の
群と 6c m以上の 群で も有意の 差が認 め られ , 痛径が小 さ な もの
ほ ど エ ラ ス タ ー ゼ 活性が内, 申, 外膜 の 全て の 層で 上 昇 し, 特
に中膜にその 傾向が大であ っ た. 各層 の 比較で は外膜 に比 べ 内
膜, 中膜で エ ラス タ ー ゼ 活性が高くなる傾向が認 め ら れ た . 癌
径6c m 未満 の 群 と A S O群 で も ま た有意の 差が あ っ た が 6c m以
上 の 群で はA S O群 と は エ ラ ス タ ー ゼ活性 に差 は なか っ た .
療径が 小 さなもの ほ ど エ ラ ス タ ー ゼ活性 が上 昇 して い る理 由
と して は以下 の こ と が考えら れ た . 動脈痛 は 血 圧 に て 進展さ れ
る の で あ るが , bpla ceの 法則 (張力= 血 圧× 半径) に よ っ て 動
沢径が大き い ほ ど壁 に か か る 張力は高い , 動脈痛初期病変で は
動脈径も小 さく壁 にか か る 張力 は比 較的小さ い と考えら れ る .
従 っ て 動脈癒初期病変で は より大き な エ ラ ス タ ー ゼ 活性が 大動
脈拡大の た め に必要 と な る . 一 方で , 動脈痛 が大きく な る と中
膜は非薄化 し平滑筋細胞 は減少消失す る . そ の た め痛径 が大き
くなれ ば 細胞成分 の 減少を反映 し エ ラ ス タ
ー ゼ 活性もそれ に伴
い 減少す る と考えら れ る . 中膜 の 破壊 が 腹部大動脈癌の 病理 学
的変化であ るが , 本実験 に お ける痛径6c m未満の 動脈嗜初期病
変 で の エ ラ ス タ ー ゼ 活性が 中膜 に特 に高値であ っ た点も上 記と
矛盾 しな い .
ゼ ラ チ ン ザ イ モ グ ラ フ イ ー の 解析 で は培養上清中に い ず れも
92k Da, 66k Da, 60k Da の ゼ ラ チ ン 分解活性 を認め , こ れ ら の
活性 は前者 が活性型 M M P-9, 後2者 が M M Pr2 に よ る活性 と考
えら れ る . α エ ラ ス チ ン ザ イ モ グ ラ フ イ ー で は - エ ラ ス チ ン 分
解活性 は認 め られ なか っ た が , M M P-9, 及び M MP-2 がエ ラス
タ ー ゼ 活性を有す る こ と は, Se nio rら
i3)によ っ て 報告 され て い
る . 従 っ て , 125m M サ ク シニ ル ー L - ア ラ ニ ル
ー L - ア ラ ニ ル
ー L - ア ラ ニ ン ー p
- ニ ト ロ ア ニ リ ン を基質 と して 測定 した ヒ
ト腹部大動脈組織培養上 帝中 の エ ラ ス タ
ー ゼ 活性 は M M P-9,
及 び M M P-2も含まれ て い る と 考え られ た . ザ イ モ グ ラ フ イ
ー
で 92k Da の 活性 が 最も明瞭であ っ た こ と は, ヒ ト腹部大動脈組
織内の エ ラ ス タ ー ゼ 活性 の なか で M M P-9の 重要性 を示 して い
る と考えら れ る .
痛壁 中の 線溶系活性の 測定で は, 血 液中 に当然含まれ る と考
えら れ る線溶系活性 を排除す る た め培養 に て そ の 産生量を測定
し た. その 結果 ヒ ト腹部大動脈中膜組織培養上清中 の u-P丸 t-
P A, P Al-1の 検討 で は , u -P A量 は痛径6c m未満で は, 痛径6c m
以 上 や 閉塞性動脈硬化症 に比 べ て有意 に高く, M M P と共に エ
ラ ス タ ー ゼ 活性 に 関与 して い る と 考え られ た . ラ ッ トの 実験で
明ら か に な っ た 点 は , 増 加 し た潜在型 M M P に, プ ラス ミ ン ま
た はu _P A に よ る活性化が加 わ っ て 組織学的変化 を来た しうる
だ け の 細胞外 マ ト リ ク ス の 分解活性 が付随 さ れ る こ とで あ る･
従 っ て ヒ ト腹部大動脈痛組織 でも線溶活性 の 克進が存在する こ
とが 推測, 期待 さ れ る . しか しなが ら 本実験 で は 阻害因子であ
るP A I-1畳 も, ヒ ト腹 部大動脈組織 に お い て 有意 に閉塞性動脈
硬化病変 より増加 して お り, こ の 数値の み か ら は線溶克進が存
在 し動脈壁弾性線維の 破壊 へ 関与 し て い る と は断定 できない ･
悪 性腫瘍 で の 研究 でも同様 の 現象が報告 さ れ , こ の 矛盾 は u
-
P A Rの 存在 にて 説明 さ れ て い る . 血 管外線洛活性決定 に は ur
P A Rの 関与が 大きく , 細 胞膜上 の u-P A R に結合す る u-PA の 総
量 に よ っ て 線潜活性 が決定さ れ , 同時に マ トリ ク ス 分解も決定
さ れ る
2 8)
. 従 っ て 組織中の u -P A量 の 増 加 は飽和 して い な い 限
りu _PAR結合 廿 P A量 の 増加 と つ な が り, 局所 の 線溶活性 が克
進 して い る と考えられ る . また 粥状動脈硬化巣内で は細胞表面
の u _P A R が増加 して い る
33)こ と か ら, 大動脈痛壁中で は更 に細
胞表面 の ロ ーP A R が増加 して い る可能性も考え ら れ る . PAI-1 は
組織中 に分散 した 不必要なP A活性 の 制御を担 っ て い る とすれ
ば, 乱射 -1の 増加 は 癌組織中の線溶活性先進 の 抑制 の た め の 二
次的な性質を反映し, む しろ傍細胞性 の 緑酒活性の 克進状態を
大動脈癌形成横序 に関する検討
示し てい る の か も しれ な い .
ヒ ト腹 部大動脈組織の u-P A(及 び u -P A R), t-P A, P AI-1の 免
疫組織化学的局在の 検討で は , 腹部大動脈痛 にお い て u一 弘 , u-
P AR は内膜 の 泡沫細胞 , 紡錐形細胞, 類 円形細胞 (平滑筋細胞
や マ ク ロ フ ァ
ー ジ) に多く陽性であり, ま た中膜 の 紡錐形細胞
(平滑筋細胞) や外膜 の 栄養血管 の 内皮細胞 や類円形細胞 (マ ク
ロ フ ァ ー ジ)に 多く陽性 であ っ た .
閉塞性動脈硬化病変で は u -P A R は中膜平滑筋細胞全て に陽性
であり, 大動脈癒 と は 陽性細胞数 で は 大きな遠 い は な か っ た .
u-P A R はマ トリ ク ス の 状 態に 関わ りなく平滑筋細胞 にお い てそ
の 発現量 は不明であ るが , 常 に存在 して い る と 考えら れ る . u-
P A は療病変で中膜平滑筋細胞で多く陽性であ る例を認め , 閉
塞性動脈硬化病変で は u- n射陽性中膜平滑筋細胞 は概 して 少数
であっ た . 培養上 帝 か ら得 ら れ た結果を加え, 動脈痛中膜で は
u-n匁R結合u-P A量が 増えて い る 可 能性 があり , その 増加 はすな
わ ち傍細胞性線溶 , 局所線溶活性 の 克進状態 を惹起 し て い る と
考えら れ た. ま た動脈癖で は 外膜の 類円形細胞 に u一 弘 , u- n匁R,
P A‡一1 は強く陽性 であ っ た . 大動脈痛 で は 外膜を問わず炎症細
胞は そ の 絶対数 が増加 してお り, エ ラ ス タ ー ゼ活性増加 との 関
係や痛形成 へ の 何 らか の 関わ りも推察 され るが , 本研究で は外
膜の線洛系の 痛形成 へ の 役割 に つ い て は不明であ っ た .
以 上 , ヒ ト腹部大動脈癖初期病変で は M M P-9を含め エ ラ ス
タ ー ゼ 活性上 昇を認め , な ら び に u -P A量増加 に よ る局所線溶
活性 の 克進の 存在が推測 され , 痛 形成の 要因と考え られ た . 動
物実験 と臨床材料 に よ る成績を総合す ると , 大動脈痛 の 形成に
弾性線維な ど を分解す る蛋白分解酵素 , 特 に M M P-9 とu 一 弘 が
関与 して い る こ と が 明ら か と な っ た .
大動脈痩 に は 急速 な拡大 を示 し破裂 の 危険性の 高い もの と ,
長期間癖径 に変化の な い もの が ある44). マ トリ ク ス 分解酵素活
性化 カ ス ケ ー ドの 初期因子 と し て 機能す る u-P Aな どの 分解産
物の 測定 に て も, 病変 の 進行 が予測可能 に な る か も しれ ない .
臨床応用を含め て本研究 の 今後の 更な る発展が期待 され る.
結 論
動脈硬化性大動脈癌形成に お い て局所線溶活性 の 果 たす役割
を検討する目的で , 実験 的に ラ ッ ト腹 部大動脈癌を形成 し, ま
た手術時 に採取さ れ た腹部大動脈痛壁 , 閉塞性動胱硬化症の 大
動脈壁を用い て 免疫組織染色 , ザ イ モ グ ラ フ イ ー , 酵素産生 量
の 測定 , エ ラ ス タ ー ゼ 活性の 測定を行 い 以 下 の 様 な結果を得
た.
1 . ラ ッ ト腹 部大動脈癖形成 モ デ ル に て , チ オ グリ コ レ ー ー
ト ･ プ ラ ス ミ ン 及 びチ オ グ リ コ レ ー ト ･ u -P A を濃流 した 群に
全例嗜化 が認 め ら れ た . そ の 佃 の 潅流 ラ ッ トで は変化を認め な
かっ た .
2 . ラ ッ ト腹部大動脈壁 の 組織学的検討で は, チ オ グリ コ レ
ー ト加プ ラ ス ミ ン 港流 ラ ッ トでは 初期変化 と して 仝層性に炎症
細胞 の 浸潤 を認 め, 次 い で弾性線維 の 断裂も認め られ た . 徐 々
に弾性線維 は罪薄化 し, 最終的 に ほ殆 ど消失 して 痕跡の み と 化
した 部位も認 め ら れ た . チ オ グ リ コ レ ー ト加u -P A湛流 ラ ッ ト
で は 同様の 変化が認め られ たが その エ ラス チ ン 断裂は 軽度であ
っ た
. そ の 他 の 港流 ラ ッ トで は内膜肥厚と炎症細胞浸潤像めみ
認め た
.
3 . ラ ッ ト腹部大動脈組織内ゼ ラ チ ン 分解活性 の 検討 に お い
て潜在型 M M P-9, 潜在要凱 中間型, 活性型 M M P-2の 活性が 認
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め られ た . チ オ グ リ コ レ ー ト ･ プ ラ ス ミ ン亜流 ラ ッ トで は 経過
と共 に M M P-9, M M P-2の 活性が 増強 し減弱 した . 同様の 変化
は チ オ グリ コ レ ー ト u-P A港流 ラ ッ トで も認 め た が , M M P-2
に 比 べ M M P-9の 変化 が よ り顕著であ っ た. チ オ グ リ コ レ ー ト
の み の 港流 ラ ッ トで は M M Pt9の 増強 は認め ら れ た が , プ ラ ス
ミ ン 及 び u-P Aを添加 した 鹿流 ラ ッ トに 比 べ て そ の 変化 は弱 か
っ た . 動脈癌化が み られ た群で は M MPt9の 変化 は ラ ッ ト大動
脈径 の拡張速度と呼応 して い た .
4
.
ヒ ト大動脈癌壁の 光学顕微鏡的観察 にお い て 申膜の 弾性
線維 の 著明な破壊像が認め ら れ た .
5 . ヒ ト腹部大動脈組織の 培養上宿中の エ ラ ス タ ー ゼ 活性 は,
痛径 を6c mで 二 群する と , 内, 中, 外膜の 各層 で6c m未満の 群
に有意 に エ ラス タ ー ゼ活性が 高く認め られ た . また , 大動脈廟
全体 と閉塞性動脈硬化性病変と で は エ ラス タ ー ゼ 活性 に は有意
差を認め なか っ たが , 癖径6c m未満群 と閉塞性動脈硬化性病変
とで は全て の 層で 有意 に エ ラス タ ー ゼ 活性が 高く認 め られ た .
6 ･ ヒ ト大動脈痛中膜組織 の 培養上暗 に お ける n -P A量は ,
大動脈癌と閉塞性動脈硬化病変間で は 有意差 は認 め ら れなか っ
たが , 痛径6c m未満の 大動脈癌群で は 閉塞性動脈硬化病変 に比
べ て 有意 に高値を示 し た. 大動脈癌群内で の 比較 で は痛径6c m
未満群が有意に高値を示 した . t-P A量 は各間 に有意差は認 め ら
れ なか っ た . ヒ ト大動脈痛壁の n u-1量 は 閉塞性動脈硬化病変
より有意 に高値を示 した . ヒ ト大動脈癒の P AI-1量 は痛径 と の
相関は認 め られ な か っ た .
7 . ヒ ト腹部大動脈組織 の 内膜で は 粥状硬化の 周辺部 に存在
する泡沫細胞, 紡錐形細胞, 類円形細胞の 胞体に u-P A, u-P A R,
トP Aが 多数の 細胞 に強く染色 され て い た . P AI-1 はそ れ に比 し
陽性細胞 は少数で あ っ た . 中膜の 紡錐形細胞 にもu-P A, u -P A R,
トP A が多く陽性 であり動脈癌組織で わ ずか に 陽性所見が強か っ
た . P 瓜 1も中膜 の 紡錐形細胞 に弱く陽性であ っ た .
実験 的に ラ ッ トにお い て u -P A で癌作製が可能であ っ た こ と ,
及び , 臨床 的に動脈痛初期病変 と考え られ る 癌径が 6 c m未満
の 大動脈癌中膜組織中に 臣P A量 の 増加が認 め ら れ , か つ エ ラ
ス タ ー ゼ 活性が 上 昇 し て い た こ と か ら u-P A が大動脈癌形成の
一一 因で ある と 考えら れ た.
謝 辞
塙を終え る に臨み 御指導と御校閲を賜りま した恩師渡辺津字数接 に深
甚な る謝意を表します. ま た 本研究の 遂行に 際 し御指導頂きま した浦 山
悼講師 に心か ら謝意を表 します. 最後に 終始多大 な御 協力と御援助を賜
っ た 金沢大学医学部外科学 第一→ 講座 , 金沢大学医学部病理学第一一 講座 各
位, 才支術員各位に厚く御礼申し上げます.
なお , 本論文の 要旨は 第99回 日本外科学会絵 会(1999年, 福岡) にお
い て 発表 した .
文 献
1) M e n a shi S, Ca mpaJS, Gr e e nhalgh R M, Po w e11JT.
Collage nin ab do min ala o rtic a n e u rys m :Typing, C O nte nt, a nd
degr adation . JVas cSu rg6:578-582,1 987
2) Rizz oRJ, McCarthy WJ, D ixitS N, Lilly M P, Shiv ely V P,
Flin nW R, Ya oJS T. Collage ntype s a nd m atrix protein c o nte ntin
hu m a n abdo minala o rtic a n e u rys m s. JVa s cSu rg lO:365-373,
1989
3) He C M, Ro a ch M R. T he c o mpo sitio n arld m e chanic al
prope rtie s ofab do min ala ordc an e u rys m s. JVa s cSu rg20:6-13,
1994
566
4) 笠島史成 . ヒ ト動 脈硬 化性大勅雛壇 に お け る マ トリ ッ ク
ス メ タ ロ プ ロ テ ア ーーゼ:そ の 発現 ･ 局在と 大動脈痴形成に お け
る役割. †一全医学会雑誌 104:216-229,1995
5) OgataY,Enghild JJ, Nagas eH. Matrix m etalloprotein a s e3
(Str o m elysin) activ ate sthe pr e c u r s o rf the hu m a n m atrix
m etaloprotein as e9. JBioI C he m267:3581-3584,1992
6) M iya z aki K, Um e nishi F, Fu n ahashi K, Ko shika w aN,
Ya su mitsu H, Um eda M . Activ atio n of TI M P
-2/pr ogelatin a se a
e o mplex by str o m elysin . Bio che m Biophys Re sCo m m u n185:
852-859,1992
7) Peppe rM S, Va ss alliJ-D, M o nte sa n oR, Orci L. Ur ok inas e-
ty pe pla sumin oge n a ctiv ato risindu c edin migrating c apillary
e ndthelialc ells. JCell BiollO5:253 5-2541,1987
8) Pollane nJ, Hedman K, Nielde nLS, Dan≠ K, Vahe riA･
Ultra stru Ctu al lo c aliz atio n ofpla s m a m e mbr a n e
- a S O Ciated
u r okin a s eMty pe pla s min oge n activ ato r atfo c al c o nta cts. J Cell
Biol lO6:87-95,1988
9) Schafe rB M, M aierK, Eickhoff U, Tod d R F, Kr a m e rM D.
Plas umin oge n activatio ninhealinghu ma n w o u nds, Am JPath01
14:12 69-1280,1994
10) 遠藤良夫, 佐 々 木琢磨. 横転 移の 分子機構. 進行胃痛 に
対す る治療戦略 (宮崎逸夫, 米柑 豊礪), 第 一 版 , 16-23頁,
ソ フ トサイ エ ン ス 社 , 東京, 199 5
11) Nagaya m aM , Sato A, Hayaka w aH, Ur a n oT, Takada Y,
Takada A. Plas u min oge n acdv ato r s a nd theirinhibito r sin n o n-
Sm al1c ellu ng c an c er. Ca n c e r73:1398-1405,1994
12) ReillyJM , Sic ard GA, Lu c o reCL. Abnorm alexpr e ssio n of
Pla s min oge n a ctiv ator sina o rtic an eu ryS mala nd o c cIsiv edis e as e.
JVas cSu rg19:865-872,1994
13) Cla udeJJ, Ne w m an nK M, Li H, Grego ry A E, ¶1s o nM D.
Po s siblekey role fo rpla su minin the pathoge n e si ofabdo minal
ao rtic an eurys m s. Su rge ryl16:472-478,1994
14) Ne wn a nE M, ClaudeJJ, Li H,Schole sJV, Ogata Y, Nagas e
H, Tils o nM D. Cellula rlo caliz ation ofm atrix m etalloprotein as e s
in the abdomin ala o rtic a n e u rys m w all. JVa scSu rg 20:8 14-820,
1994
15) An idjarS,Salz m a n nJL, Ge ntric D, Lagn e a uP,Ca mille riJP,
M ichelJB. Ela sta s eindu c ed e xpe rim e ntal an e u rys m sin r ats.
Circ uladon 82:973- 981, 990
16) An idjarS, Dobrin P B, Eicho rts M , Graha m G P, Chejftc G.
Co rrelatio n of infla m atoryinfiltrate with the e nlarge me nt of
experim entala o rtic an e u ryS mS. JVascSu rg16:139-147,1992
17) Hib bs M S, Ha sty K A, Seye rJM, Ka ng A H, M ain ardi C L.
Bioche mic aland im m u n ologicalchar acteri2;atio n ofthe s e cr eted
fo r m s of hu m a n n eutr ophilgelatin a se. JBioI C he m 2 60:2493-
2500,1985
18) BiethJ, Speie s sB, W e r m uth C G. T he synthe sis a nd
a nalytic alu s eofa high1y se n sitive a nd c o n v e nie t substrate of
ela sta s e. Bio che m Med ll:350-357,1974
19) Webste rM W, M cAuley C E, Ste ed D L, M ille rD D, Ev a n s
C H. Collage n stability a nd c ollage n olytic a ctivityin the n o r mal
a nd a n e u rys m al hu m a n ab do minala o rta. AmJSu rg 161:635-
638,1991
20) Vin e N, Po w ellJT. M etalopr otein a s e sin dege n e r ativ e
ao rticdis e a se. ClinSci 81: 233-239,19 91
21) Blasi F. Urokin a s e andu rokin a s e re c epto r :A pa ra c rin e/
a uto c rin e syste m r egulating c ellmigratio n a nd in v a siv e n e ss.
Bio e s says15:105-111, 9 93
22) QuigleyJP, Gold u,Schwim m e rR, Sulliv anL M. Limited
Clea v age ofcellula r負br o nectinby plas minoge n a ctiv ato rpu rified
舟o m tr an sfor m ed c e11s. Pr o cNatl Ac ad Sci U S A 84:2776-2780,
1987
23) Polla n e nJ, Vahe ri A, Tapio v a ar aH, Riley E, Be rtra mK,
W o odr o w G, Stephe n sR W. Pr o u r okin a s e a ctiv atio n o nthe
S u rfa c e of hu m a n rhab do myo s a rc o m a c ells:Lo c aliz atio n and
ina ctiv atio n of n e wlyfo r m ed u r okin a s e-ty pe pla s min oge n
activ ato rbyrecombin antcla ss2pla s min ogen a ctivatorinhibito r.
Pr o cNatl Acad Sci USA 8 7:22 30-2234,1990
24) Plo w E F, Fele zJ, M ile sL A. Cellula r r egulatio n of
Bbrin olysis. T br o mb Ha e m o st66:32-36,1991
25) Behre ndtN, Plo ug M , Patthy L, Ho u enG, Bla si F, Da n≠
K. T heliga nd-binding do m ain ofthe c ells u rfa c e r e c epto rfor
urokin a s e-tY pe pla s min oge n a ctiv ato r. J BioI C he m 266:7842-
7847,1991
2 6) C毎OtJF, Ba m atJ, Bergo m ellidE, 敗 uithof E K, Medc alf
R L, Testu zJ, So rdatB. Pla s min oge n- a Ctiv ato rinhibito rtYPel is
a pote ntn atu ral inhibito r ofe xtra c ellular m atrix degr adatio nby
負bro s a rc o m a and colo n c arcin o m a cells. Pro cNatl Ac ad Sci US A
87:6939-6943,1990
27) Cubellis M V, Wu n T-C , Bla si F. Re c epto r- m ediated
inte r n aliz atio n a nd degradatio n ofu rokin a s eis ca usedbyits
Spe Ci五cinhibito rP Al-1. E M B OJ9:1079-1085,1990
28) Cohe n RL, Xi XP, Cr o wley C W, Lu c asB K, Levin s onA D,
S hu m a nM A. Effe cts ofu r okin as e r e c epto r o c cupa n cy o n
pla s min ge n e r atio n a nd pr ote olysis of ba se m e nt m e mbr a n eby
hu m antu m Or C ells. Blo od 78:479-487,1991
29) Noda- Heiny H, Da ughe rty A, Sobel B E. Augm e nted
u r okinas ere c eptor e xpre ssio nin athe ro m a. Arterio s clerT hr o mb
Va scBiol l:37-43,1995
30) Halpe rnVJ, Na ckm anG B, Gandhi R H,Iriza rry E,Scholes
JV, Ra m ey W G, Tils o nM D. The sla stas einfusio n m odelof
e xpe rim e ntal a o rtic a n e u rys m s:Syn chr o ny of indu ctio n of
e ndogen o u spr otein a se s with m atrixde stru Ctio n a nd in皿a mmtory
C ellre spo n se. JVas cSurg20:51-60,1994
31) Ric ci MA, Strindberg G,Slai byJM , Guibo rd R, Berger se n
U, NichoIsP, He ndley E D,Pilche rD B. Anti- C D 18m o n o clo nal
antibody slo w s expe rim e ntala o rtic an e u rys m e xpa n sio n. J Vas c
Su rg23:3 0 ト3 07,1996
32) Holm esD R, Petrin e cD, We ste rW,
′
m o mps o nR W, Reily
JM. Indo m etha cin pr ev e nts ela sta se-indu c ed ab do min ala o rtic
a n eu rys minthe rat. JSu rgRe s63:305r309,1996
33) Ross R. ¶1epathoge ne sisofather o scler o si - an update. N
EnglJMed31:488-499,1986
34) Ze n aW , Go rdo nS. Se c retio n ofspe ci五c c ollage n a s eby
Stim ulated m a c rophage s. JExpMed 142:346-360,1975
35) Ze n aW , Go rdo nS. Ela sta s e s e c retio nby stim ulated
m ac rophage s. JExp Med 142:361-377,1975















































































tiss u einhibito rof m etalloprotein a s esCrlM P)in abdo minala o rtic
an e urys mtis su e:A prelimin ary repo rt. JSu rg Re s er ch 50: 653-
657,1991
37) M e sh C L, Baxte rB T, Pe ar C eW H, C hisholm R L, McGe e
GS, Ya oJS･ Collage n a nd ela stin ge n e e xpre s sio nin a o rtic
an e u ryS m S. Su rge ry122: 56-261, 992
38) Brophy C M, ReillyJM, Smith W, Tillso nM D. T he role of
in 凸a mpatio nin n o n spe ciBc a n eu rys m dis e as e･ Ann Vas cSu rg5:
229-233,1991
39) Ko ch A E, H ain e sK G, Rizz oRJ, Rado s evichJA, Pope R M,
Robin so nP G, Pe ar C ewn ･ Hu m an ab do minala o rtic an e u ryS m S:
im m u n ophe n oty pic a n alysis s ugge sting a nim m u n e- m ediated
re spo n s e. AmJPatho1 137:1199-1213,1990
40) An idjarS, Kie鮎 rE■ Pathoge n e si ofa cquired an e u rys m of
567
the ab domin ala o rta. Ann Vas cSu rg6:298-305,1991
41) Daye rJM･ Be ardJ, C攣 SL, Kr an eS M･ Pa祀 cicipatio n of
m o n o cyteq m acrophage s a nd
Jlym pho cyte sinthe pr｡du cdo n ｡fa
fa cto rthatstim ulate弓 C Ollagen a se andpro stagla ndin rele a seby
rheu m atoidsyn oviu m. JClin Inve st64:1386-1392,1979
42) Po w e11J, Gre e nhalghR M. Ce11ular e n ZYm atic and ge n etic
fa cto r sin the pathoge n e si ofab do min al a ortic an e u rys m s, J
Vas cSu rg9:297-304,1989
43) Se nio rR M, G rifBn GL Flisz arCJ, ShapiroS D, Goldberg GI,
W elgu sH G･ Hu rn an92-and-72kilod alto nty pe Ⅳ c ollage n a s es ar e
ela sta se s. J
.
BioI C he m266:7870-7875,1991
44) 佐藤 紀. 病 因 ･ 病理. 腹部大動脈魔 の す べ て (稲田 潔,
広 瀬 一 編), 第 一 版, 19-26頁, ヘ ル ス 出版, 東武 1991
Studies ofAortic An eu rysm For m ationUsing Experim ental Aortic Aneu rys m sand A ther os cle rotic Hu m a nAortas
Har ada Takeshi, Departm e nt of Su rge ry(I), Ka n az aw a Univ e rsity, Ka n az a w a92 0-8 640 - J. Ju zen M ed Soc. , 10 8,5 5 4- 567
(19 9 9)
Key w ords ab do min alaortic a n e u rysm , athe ro s cle r o si ,Pla s minoge nactiv ato r, m atrix m etallopro tein a se
A bstr act
De str u ctio n ofthe e xtra c ellular m a trix ofthe a o rtic wa11 de c re ases the w al tensile s tr e ngth a nd e ve ntualy resultsin
an eu rysm fo r m atio n･ T he B b rinolytic syste m degr ades the e xtracellula r m atrix both directly a nd indir e ctly by a ctiv atio n of
latent m atrix m eta1loprotein ase s(M M P)･ T he r ole of local n brin olytic activityin a n eu rys m for matio nin ao rtasis e x a min ed
here･ In the e xpe rim e ntalstudy ab do min ala o rtic aneu rys m s w e reproduced in rats, a ndthe a o rtic w alls w e rein ve stlgated both
hist ochemic aly a nd zym ographic ally･ In the clinicalstudy, re S e C ted spe cim e ns &o m s urgeryfo r abdomin alaortic a n e u rysm s
Or a OrtO -ilia c oc clu siv edis eas e w e r ein v e stlgated for elastin olytlC a Ctiv lty, a m O u ntSOf u
- P A, t- P A, a nd PAI- 1,
Zym OgraPhic ally･ a nd im m un ohisto che mically･ T he expe rim ental study re v e aled that thioglycolate plu splasmin o r
thioglyc olate plu s u rokin as e
-tyPe Plasminoge n a ctivator(uP A)e nla rged theinfused ab domin ala a orta e(by3.3 4m m and 2.5 2
m m at 14 days afterpr epar ation , re SPeC tively), butpla s min alo n e, Or thioglyc olate plu stis s u e-type Plasminoge n ac tivat or
(tP A)did n ot c a u s e a n e u rys m fo r m atio nin the infu sed a o rta e(O nly l･3 5m rn at14 days afte rpr eparatio n)･ T he a n e u rys m al
W allsho wed de str u ctio n ofthe m edial ela stins a nd decr e a se of m edialthickn e s sin mic r osc opI C e X amin atio n. Gelatin
Zym Ogr aPhy uslngho moge n ated a o rtic tis su e sfto m the a n e u rys m s sho w edgelatin olytlC aCtivitie sin the9 2 k Daband, 7 2 k Da
ba nd, 66 k Daband, a nd6 0 kDa ba nd. T he nrstba nd w a s ma trix m e talloprotein a s e(M M P)-9, a ndthe o therthree w e reM M P-
2
･ In the clinic al study, m e a S u re m e ntS Of ela stas ea ctiv lty l nthe ao rtic tis su e cultu re m ediaindic ated le v els that w e r e
Signi 丘c a ntly highe rin the s a mple sfro m a n e u rysm s with s mall diam ete rs(<6 c m)tha nin those from an e u rys m swith la rge
diam ete rs(>6 c m), O rin tho s efrom o c clu siv e a o rta s. Am o u nts ofuP A in the cultu re m edia ofthe aortic m edial w all fr｡ m
a neu rys m swith s m a11 diam ete r s(<6 c m) w er esignific a ntly higherthan thos e丘o m aムeu rys m swith large diameters(>6 c m)or
those from oc clu siv e aorta s(2 20･5ng/g v s1 60･3ng/g a nd 1 87･ ng/g)･ No differe n c e s w ere noted betw e e n s m a11 ndla rge
a neurys m sin the v alu esfo rtP Aand P A I-1･ Underim m u n ocyto che micalan alysIS, uP A, uP Are c eptors a ndtP Aw e refoundto
be prese ntin fo a m c ells, fusifor m ce11s, a nd ro u nd cells at athe ro m a to u sintim aof the aort a･ A testfo rP A I-l w a sw e akly
POSitiv ein a fe w c ells oftheintim a･ Fu sifor m c ellsin the media ofthe a orta wer e stain ed for uP A, uP Areceptorsand tP A･
The fusifbrm cells in the media w e re w eakly stain ed for P A ト1･ The s e r es ultssuggest thatuPA plays an impor tant rolein
an e u rysm for m ation , Via a ctivatio n of MM Ps and elastin degr adation ･
